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摘  要: 研究了聚氨酯泡沫应用于固定化盘基网柄菌的可行性, 发现以简单处理过的聚氨酯泡沫为载体, 能够高效
实现盘基网柄菌的固定化培养。考察了载体粒径大小、载体量和摇床转速等对固定化培养的影响, 在优化的培养
条件和固定化条件下, 盘基网柄菌的最大细胞密度是悬浮培养的 2~ 4倍。
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Abstract: The immob ilizat ion of D. d isco ideum w ith po lyurethane foam ( PUF) w as proposed and the
effects o f PUF s' properties on the immob ilizat ion w as exam ined. The results showed that PUF w as a sui-t
able carrier for the effic ient imoblization ofD. d iscoideum. The effects o fPUF addition and cu lture cond-i
t ions w ere optim ized to attain high density ofD. discoideum . Under opt im ized culture cond itions, h igh
cell density ofD. d isco ideum ( 4156 @ 107 cells/mL) has been ach ieved in the shake flasks, wh ich w as
2~ 4 times h igher than that o f free-ce ll cu lture in the axenic med ium.
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  盘基网柄菌 (D ictyostelium d iscoideum )属真菌界
的粘菌亚界的聚粘霉属 (Acrasiom zcetes )
[ 1]
。作为



















的最大细胞量只有 ( 1~ 2) @ 107个左右 [ 4] ,倍增时间





然有所增加,分别达到 ( 1~ 3) @107个 /mL, ( 5~ 6) @
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酵母膏, 胰蛋白胨购于 Oxoid; 月示蛋白胨为
S igma生产;细菌用蛋白胨、二氢链霉素硫酸盐、遗
传霉素 ( G-418)由 Am resco提供;其余试剂均为市售
分析纯。
113 培养基与缓冲液  
HL-5C复杂培养基 ( C1Reymond) ( g /L ): D-葡
萄糖 10, 酵母膏 5, 月示蛋白胨 5, 细菌用蛋白胨
215,胰蛋白胨 215, KH 2 PO4 112, Na2HPO 4 0135, 调
pH 615。接种前加 G-418,氨卞西林钠,二氢链霉素
至终质量浓度 16, 50, 100 Lg /mL。
磷酸盐缓冲液: KH 2 PO4 1199 g /L, N a2HPO4
0135 g /L, 调 pH至 610。
114 聚氨酯泡沫载体
市售聚氨酯泡沫, 密度为 27 kg /m
3
, 孔隙率高
于 90%,将其剪成立方体 (边长分别为 3, 5, 10, 15
mm)或饼状 (直径 7 cm,高 1 cm )。
聚氨酯泡沫处理: 去离子水清洗, 沸水煮
30 m in,烘箱烘干备用。培养后的载体可超声波清
洗 1 h, 再经以上方法处理备用。
115 实验方法
盘基网柄菌的培养: 250 mL摇瓶加入培养基
25mL,接种为每 mL1 @ 105个左右, 22 ~ 23 e ,
150 r/m in摇床培养 5~ 7 d。
盘基网柄菌在聚氨酯泡沫中吸附能力的测定:
250mL摇瓶, 加入 25 mL培养好的菌液, 加入聚氨
酯泡沫颗粒, 22~ 23 e , 150 r/m in测定菌体在载体
中的吸附情况。具体实验条件根据不同实验设计
而定。
116 分析方法  
细胞密度通过血球计数板计数获得。
吸附率的测定: 培养好的菌液测定初浓度 C0,
初体积 V0,加入 PUF后测定载体外的菌浓度 Cou t和
菌液体积 Vou t,则载体内菌的吸附率为
Q =








250mL摇瓶加入菌液 25 mL, PUF 016 g, 分时
段取样测定菌体吸附情况 (图 1)。由图 1知,约 100
m in后菌体在 PUF中吸附基本达到平衡,最终菌体




F ig. 1 The adsorption curves of ce lls onto PUF
21112 PUF固定化培养盘基网柄菌的菌体分布
250mL摇瓶,培养基 25mL, 加入 PUF 018 g, 接
种培养后,首先分离载体外菌液, 测定载体外菌量
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及体积;将载体中加入磷酸盐缓冲液 50 mL, 放入摇
床,转速 150 r/m in,测定缓冲液中菌量的变化, 当菌
量不再变化时, 分离缓冲液与载体, 测定液体体积
与菌量;再将载体中放入磷酸盐缓冲液 10 mL, 充分
挤压洗涤后测定液体体积和菌量。结果表明,载体
内外的液体体积基本相当,而载体内菌分布占到了
















对菌体吸附的影响 (图 2)。由图 2可知:转速为 150










F ig. 3 E ffects of PUF am ount on the
adso rption of ce lls onto PUF
图 4 载体尺寸对细胞吸附的影响
F ig. 4 E ffec ts o f PUF size to the adsorption
o f cells onto PUF
250mL摇瓶加入菌液 25 mL, PUF分别为 016,
018, 110 g, 测定菌体吸附情况。如图 3,随着 PUF
量的增加,菌体吸附量呈上升的趋势。 016 g PUF吸
附率 8213%, 018 g PUF吸附率 92165% , 110 g PUF
吸附率达到 9419%。进一步的实验显示继续增加
载体量或降低载体量均会使吸附不稳定, 因为载体
量降至 014 g时,载体量较少, 不能为菌体生长提供
充足的吸附界面, 而且在 150 r /m in下载体在摇瓶
培养过程中晃动较剧烈, 很多载体粘在摇瓶壁上,




虽然 PUF为大孔径, 孔隙率高的载体, 但载体
粒径大小不同, 载体提供的比表面积也不同, 固定
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图 5 载体添加量对细胞生长的影响
F ig. 5 E ffects of PUF amount
化效果也会有所差异。
250mL摇瓶加入菌液 25mL,粒径分别为 2, 5,
10, 15mm,及饼状 (直径 7 cm, 高 1 cm ) PUF 110 g,
测定不同载体粒径对菌体吸附的影响 (图 6)。
图 6 载体尺寸对细胞生长的影响





15 mm 时, 110 g PUF颗粒数目较少, 在实验条件





























在优化培养条件下, 即 150 r /m in, 22~ 23 e ,
饼状 PUF加入量为 110 g条件下培养盘基网柄菌。
在培养 115 h后, 测定载体内菌量为 4156 @ 107
个 /mL,为悬浮培养 ( ( 1~ 2) @ 107 /mL)的 2~ 4倍。









PUF110 g, 22~ 23 e , 150 r /m in条件下固定化培养盘
基网柄菌, 在 115 h左右,载体内菌体量达到最大,为
4156 @107个 /mL,是悬浮培养 ( ( 1~ 2) @ 107 /mL)的 2
~ 4倍。
( 3) PUF载体廉价, 处理方便, 适合大规模工业
化生产的需要。
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国外动态
秘鲁将兴建南美最大的生物柴油工厂
美国 PURE生物燃料 (秘鲁 )公司 2007年 2月 7日在秘鲁西部港口城市卡亚俄开工兴建一座生物柴油
工厂, 这将是秘鲁首家也是南美规模最大的生物柴油工厂。
该公司董事长路易斯#戈伊苏埃塔称,公司计划先期投入 3 000万美元用于工厂建设, 预期 2007年 9月
完工。经过一个月的试运营后, 10月份可正式投入生产, 年产量将达到 18万 t。到 2009年,年产量将在此
基础上翻一番,达到 36万 t。
戈伊苏埃塔说,该工厂将每月进口 115 t油菜籽、棕榈等作物制造生物柴油, 按一定比例与传统柴油混
合。为节省成本,公司还计划在未来几年陆续投资 1亿美元, 在秘鲁当地开辟种植园, 种植油菜籽、棕榈等原
材料。
秘鲁山区出口计划委员会主席加斯东#本萨日前也表示, 秘鲁政府计划在 5 a内投资 1163亿美元,开辟
约 20万公顷土地用于种植油菜籽,以满足生产生物柴油的需要。
(张春鹏 )
